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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmakologie a toxikologie
Studentka: Jana Kuckova

Skolitel: PharmDr. Marie Voprialova, CSc.
Nazov diplomovej prace: Testovanie antioxidacnych vlastnosti vybranych inhibitorov
acetylcholinesterazy

Alzheimerova choroba je vel'mi rozsirené ochorenie, ktoré je typické zlozitou patologoiu. Jeho
pri¢ina nie je jednoznacne objasnena. Coraz viac sa hovori o negativnom vplyve volnych
radikdlov na toto ochorenie. Vznika priestor pre testovanie novych latok, ktoré maji okrem

klasickych ucinkov aj vlastnosti antioxidacné.

Diplomova praca sa zaoberd spektrofotometrickym testovanim antioxida¢nych
vlastnosti vybranych inhibitorov acetylcholinesterdzy. Vyuziva sa tzv. 2,2-difenyl-1-
pikrylhydrazylovy (DPPH) test kde pritomnost’ antioxidantov s antiradikdlovou
aktivitou zposobuje redukciu farebného stabilného (DPPH) radikdlu na bezfarebnt
molekulu. Principom metoédy je meranie poklesu absorbancie (odfarbenia) vybranych
latok, ktoré su priamo imerné antioxidacnej (antiradikalovej) ucinnosti analyzovanych
inhibitorov. Zameriava sa na dvanast’ vzoriek, fenotiazin, ¢o je vychodzia latka syntézy
novych inhibitorov a dva Standardy. Antioxidac¢na aktivita sa vyjadruje ako ucinna
koncentracia antioxidantu, ktora je potrebna k redukcii radikdlu DPPH na 50 %(

hodnota EC50).

Testované latky preukazali pri vysokej koncentracii nizku antioxidacni aktivitu.
V poprovnani so Standardmi, ktoré mali antioxida¢nu aktivitu nad 80%, je véac¢Sina latok
az oviac ako polovicu menej aktivna. NajlepSie zo vSetkych dopadla latka 1

s antioxida¢nou aktivitou 54,07 % a najhorsie latka 9 s antioxida¢nou aktivitou 6,54 %.

KaZzdopadne je potrebné nad’alej skiimat’ vlastnosti novych latok a zlepSit' tak stasné

terapeutické moznosti v liecbe alzheimerovej choroby.

Klucové slova: Alzheimerova choroba, inhibitory acetylcholinesterasy, DPPH test,

antioxidant



ABSTRACT
Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacology & Toxicology

Student: Jana Kuckova
Supervisor: PharmDr. Marie Voprsalova, CSc.
Title of diploma thesis: Testing antioxidant properties of selected

acetylcholinesterase inhibitors

Very widespread Alzheimer's disease is typical by a complex pathology. Its causality is
not clearly understood. There is increasing discussion due to the negative impact of free
radicals on this disease formation. There are testing new substances that have also
antioxidant properties, in addition to their classical effects.

The aim of this diploma thesis is spectrophotometric testing of antioxidant properties of
selected acetylcholinesterase inhibitors. It is based on DPPH test where the presence of
antioxidants with antiradical activity causes the reduction of the color stable 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical to a colorless molecule. The principle of the
method is the measurement of decrease in absorbance (decolorization) of selected
substances that are directly proportional to the antioxidant (antiradical) efficacy of the
analyzed inhibitors. It focuses on twelve samples, Phenothiazine, which is the leader
structure of new inhibitors synthesis, and two standards. Antioxidant activity is
expressed as the effective concentration of the antioxidant which is able to reduce

DPPH to 50 % (ECs).

Test compounds showed low antioxidant activity at high concentrations. In compliance
with standards that have antioxidant activity above 80%, most substances are up to more
than half active less. The best of all was substance 1 with antioxidant activity 54.07%

and worst substance 9 with antioxidant activity 6.54%

In any case, it is still necessary to examine the properties of the new substances to
improve the current therapeutic options in the treatment of Alzheimer's disease.
Key words : Alzheimer’s disease, acetylcholinesterase inhibitors, DPPH test,

antioxidant



OBSAH

1 ZOZNAM SKRATIEK ..ottt sttt sttt 1
2UUVOD ...ttt 2
3. TEORETICKY UVOD.....oiiiriiriirereieeseesessessssessssesssssssssesssssssssssssssessssessssssseees 3
3.1 Alzheimerova Choroba..........cccocuiiiiiiiiiiiieie e 3
311 VOt 3

312 HASTOTIA. c.eeiiieieee et ettt et 3

3.1.3 Epidemioldgia a rizikove faktory........ceevieiiiiiiiienieeiieee e 4

3,14 PaAtOZENEZA..c....eiiiiiiiiiiieiee et 6

3.1.4.1 Kalciovd hypoteza........ccceevuiiiiiiiiiiiieieect e 6

3.1.4.2 B -amyloidna hypotéza a KOVOVE 10NY........ccevuveeririeeririeeeiieeeiieeeieeeans 6

3.1.4.3 TaU- PrOtEIN..ccceciiiieeeeeiiiee ettt e et e e et e e e tre e e e s ere e e e eebaeeeeenaaeeeennes 7

3.1.4.4 Cholinergnd hypoteza.........c.cceevuieeiiiieiiieeieeeiee et 8

3.1.4.5 Glutamatova hypot€za..........ccevuvieeiiiiiiiiiieeiieeeeeeeee e 9

3.1.4.6 1zoprenoidnd hypoteza.........c.ccecvveeiiieeeiiiieiiieeeee e e 10

3.1.4.7 Genetické prediSPOZICIC. ...ccuvvieeiieeeiieeeiieeeiie e e 10

3.1.4.8 Tvorba zapalove] reakCie.......cceevvuiieeiiiiiiiiieiieceeeeeeee e 11

3.1.4.9 Tvorba vol'nych kyslikovych radikdlov (ROS) a vznik..................... 13

oxida¢ného stresu

3.1.5 OXIAACNY SEIES...eeeuiiieiieeiieiie et eite ettt et e sttt et e e bt e eabeesseeenbeesaeeenseennns 14
3.1.6 Typy antioXidantOV.........ccceeriieiuieeieeiiie ettt et sre et saee et e seeebeesaae e 15
BT TOIAPIA ettt ettt ettt ettt ettt et e et eeab e e eenbeenneas 17

4.CIEL....



5. EXPERIMENTALNA CAS T oo 22

5.1 Pomocky a pristrojove VYDAVENIC..........eevuiieiieeieeriieeieeriie et enieeeieesaeeeveeseneeneens 22
5.2 CREMIKALIC. ....c.vieiiieieie ettt sttt et sse e e e e sae e 23
5.3 Princip MELOAY......eeiuviiiiiieiieie ettt ettt eteeenaeens 26
5.4 Postup stanovenia antioxidacnej aktivity inhibitorov AChE..............ccccoune.e. 27
6. VY SLEDKLY ....ooieiiinisiteesesesesese s ess st 28
TDISKUSTA ..ottt ettt ettt et e et esse et e e st e sseenseesaeseenseeneennas 30
B.ZAVER ...ttt 34

O LITERATURA ..o e, 35



1 ZOZNAM SKRATIEK

AD e e Alzheimerova choroba
A e ettt et ettt e et e tteenbeenateenbeeteeenbeas B-amyloid
IMAPS.....ooiiiieieeeeee et proteiny asociované s mikrotubulmi
INFT ..o filament6zne neurofibrilarne klbka
7 N ] | TR Acetylcholin
ACRE ... AcetylcholinEsteraza
SNP...o e jedno-nukleotidové polymorfizmy
N S e e centralna nervova sustava
ROS ... reaktivne druhy kyslika
RINS e e vol'né dusikové radikaly
Pt eara s lipidova peroxidacia
NMDA. ..ottt ettt et e s e es N-methyl-D-aspartat
0 1 TSRS oxidacény stres
IMAO-B....c. e monoaminooxidaza-B
BUChE ... butyrylcholinesterdza
. NSRS US PRSI lipoova kyselina
IMTDL ..o multi target directed ligand
THA ettt ettt e et e ettt st saeeas takrin



2 UVOD

Alzheimerova choroba (AD) je multifaktordlne ochorenie, ktorého pricina
vzniku nie je bohuzial jednoznacne objasnena. Sucasna farmakoterapia pri tomto
ochoreni je len symptomaticka a pacientov s tymto tazkym ochorenim nevyliec¢i. Preto
je dolezité hl'adat’ d’alSie moznosti v liecbe AD . Je potrebné skumat’ a testovat’ nové

latky a nové mechanizmy ucinkov pouzivanych lieciv.

Pre AD je typickd patologicka pritomnost [-amyloidnych plakov,
hyperfosforylovaného tau-proteinu, nedostatku acetylcholinu (ACh), oxida¢ného stresu

(OS), vol'nych radikalov atd’. Je teda vel'a smerov na ktoré moze lie¢ivo posobit’.

VysSie spominany AP, ktory mé rozsiahlu B-listovl $truktiru, sa agreguje
ajeho naslednd akumulécia formuje v mozgu senilné¢ plaky, ktoré su jednym
z patologickych znakov AD.(1) Tau protein je zase asociovany s mikrotubulmi, je
exprimovany prevazne v neuronoch a hra rozhodujucu ulohu pri stabilizacii
neurondlnych cytoskeletov. Fosforylacia tau-proteinu vedie k destabilizacii cytoskeletu
a spésobuje narusenie tau-dependentnych bunkovych funkcii vratane rastu axénov,
transportu vezikul a organel, ako aj §irenia nervového signalu pozdiz mikrotubularne;

nervovej siete.(2)

OS je kI'i¢ovym mechanizmom procesu starnutia, ktory moze spdsobit’ priame
zranenie centralneho nervového systému (CNS). V skuto€nosti si neurdny vystavené
vysokému riziku OS kvoli ich velkej potrebe kyslika, ale relativne nizkemu obsahu

antioxidantov.(3)

Preto vyvoj ligandov (MTDL — multi target directed ligand) s dvoma alebo
viacerymi komplementarnymi biologickymi aktivitami mdze vykazovat vyznamné
vyhody v boji proti multifaktordlnym ochoreniam, ako je AD.(4) Tieto latky maji
napriklad antioxida¢nu aktivitu, vychytavaji volné radikdly, a zarovenn inhibuju
acetylcholinesterazu (AChE), pdsobia proti agregacii p-amyloidu (AB) asu

neuroprotektivne atd’.



3 TEORETICKY UVOD

3.1 Alzheimerova choroba

3.1.1 Uvod

AD je primarne degenerativne ochorenie mozgu neznamej etiologie s
charakteristickymi neuropatologickymi a neurochemickymi rysmi. Zacina obvykle
nenapadne, rozvija sa pomaly v priebehu rokov. Medzi skoré priznaky patria poruchy
pamite, poruSena je predovsetkym kratkodoba (pracovnd) pamat, starSie spomienky
byvaju z pociatku dobre zachované. Rozvijaju sa poruchy vizuopriestorovych funkcii: je
vyrazne postihnutd orientacia, chori cCasto bludia, dalej dochadza k poruche
kognitivnych funkcii: porucha abstraktného myslenia, znizena pozornost’, schopnost’
planovania a organizicie, schopnost’ robit' v spradvnom poradi aj velmi jednoduché
¢innosti. Postupne dochddza k deterioracii vSetkych symbolickych funkcii (fatickych,
praktickych a gnostickych). V neskorSich $tadiach ochorenia pacienti prestavaju byt
schopni komunikovat' s okolim, byvaju apaticki, nespoznavaju svojich blizkych,
postupne s nimi stracaji aj o¢ny kontakt. Celkova doba prezitia je 5 — 19 rokov od

zacCiatku vzniku prvych priznakov. (5)

3.1.2 Historia

Toto ochorenie je pomenované podla Aloisa Alzheimera, bavorského
psychiatra so skusenostami v neuropatoldgii, ktorého prezenticia o jeho pacientovi
Auguste D. v roku 1906 podnietila velkli zmenu v mysleni o dusevnych poruchach.
Alois Alzheimer vo svojej prezentacii pouZil odvaZzne tvrdenie, Ze pacientova demencia
je uzko spdta s hrubymi neuropatologickymi 1éziami, ktoré pozoroval v pacientovom
pitvanom mozgu. Neznama predstava, ze ,,mentdlna“ porucha ako je presenilna
demencia mdze byt sposobena ,,fyzickymi“ odchylkami, sa v tom Case neprijimala
l'ahko. Napriek tomu ju vroku 1910 jeho mentor Emil Kreapelin pomenoval po
Aloisovi Alzheimerovi. Koncom Sest'desiatych rokov dvadsiateho storocia boli pri pitve
vacsiny senilnych pripadov, na mikroskopickej svetelnej urovni, jasne viditelné
extracelularne loziskd B-amyloidu (AP) aintraceluldrne loziska neurofibrilarnych

spletencov.(6)



3.1.3. Epidemiologia a rizikové faktory

Pocet ludi sdemenciou vo svete narastd vstlade so sGCasnymi
demografickymi zmenami.(Obr. 1) Demencia uz predstavuje vysoké chorobné
zatazenie aneustale rastice ekonomické ndklady. Celkovy pocet seniorov (65+)
v Ceskej republike je 1,64 miliona, z celkového poétu 10 000 000 obyvatel'ov. Priblizne
130 000 T'udi v krajine, obzvlast’ seniori, trpi demenciou. Podl'a odhadov sa pocet l'udi

s demenciou Zijucich v Ceskej republike velmi prudko zvysi a v najblizsich $tyroch

desatrociach takmer dvojnasobne.(7)

Pocet pacientov na Slovensku sa odhaduje na 50 000 pacientov s AD
a pribuznymi ochoreniami. Presné Cislo nie je zname, nakolko =zatial nebola
uskuto€nend adekvatna epidemiologicka Stadia. Predpoklada sa, ze v roku 2040 vzrastie

pocet postihnutych na 180 000.(8)

Priblizny vyskyt jednotlivych typov demencii v percentach

2%

H Alzheimer's Disease

M Vascular Dementia

W Lewy Body Dementia

m Frontotemporal Dementia

M Other

Obr. 1: Priblizny vyskyt jednotlivych typov demencii v percentach

Vysvetlivky:Alzheimer’s Disease- AD, Vascular Dementia- vaskuldrne demencie, Lewy Body Dementia-
demencie s lewyho telieskami, Frontotemporal Dementia- frontotempordlne demencie, other- ostatné

Zdroj: http://seniorsfirstbc.ca/wp-content/uploads/2011/08/Type-of-dementia-by-
percentage.png
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V Eurdpe, 7,3 milionov l'udi trpi AD a pribuznymi demenciami. V roku 2040
bude trpiet’ AD a d’al$imi formami demencie viac ako 11 miliénov Eurépanov. Celkové

naklady dosiahli v roku 2005 v krajinach EU 141 miliard Eur.(8)

Pricina AD je pravdepodobne multifaktorovd, pozostavajuca z ,koktailu®
environmentalnych, zZivotnych a genetickych faktorov. Rizikové faktory pre AD su
klasifikované ako modifikovatel'né alebo nemodifikovatel'né, pricom posledné uvedené
su vekové a individudlne genetické profily. Existuje mnozstvo studii (napr.(9),(10)) ,
ktoré sa snazia identifikovat modifikovateI'né rizikové faktory. Tie, ktoré boli
spolahlivo zdokumentované, zahfniaju kardiovaskularne rizikové faktory, ako je

hypertenzia, cukrovka, obezita, fyzicka necinnost’ a fajcenie.(11)

Rizikové faktory pre hypertenziu zahfnaju vysoky prijem soli, psychicky stres,
diabetes mellitus, poruchy renin-angiotenzinového systému, oxidacny stres a nadvahu.
Je teda mozné, ze vztah medzi hypertenziou a AD mdze byt sprostredkovany tymito
faktormi bud’ priamym vplyvom na etiolégiu AD, alebo nepriamo vyvolanim

hypertenzie (alebo oboch).(12)

Potencidlne biologické mechanizmy cukrovky maju priamy a¢inok na AD a
zahffiaji zmeny mozgovych mikrociev s ischémiou, poruchy hematoencefalicke;
bariéry a transportnej funkcie, periférnu a autondmnu neuropatiu, dosledky hyper- a
hypoglykémie a oxidativny stres, ktory je spojeny s tvorbou produktov pokrocilej

glykécie.(12)

FajCenie je silne spojené s cerebradlnym OS a OS zvySuje Stiepenie
amyloidného prekurzorového proteinu B-sekretazou a podporuje abnormalnu
fosforylaciu tau-proteinu. OS suvisiaci s fajéenim moézZe teda priamo ulahcit
amyloidogénnu drahu zapojent do produkcie A3 oligomérov a extracelularnu fibrildlnu
agregdciu, ako aj abnormalnu fosforylaciu tau-proteinu, ktord je zékladom

neurofibrilarnej patologie.(13)

Dal§imi vyznamnymi zmienenymi rizikovymi faktormi st kognitivna
necinnost’ a nizka urovenl vzdelania, mozno kvoli tomu, ¢o sa nazyvalo "kognitivna
rezerva", pricom se veri, ze osoby s vysokoSkolskym vzdelanim a mentalnou

stimuléciou vyvijaju viac synapsii, co im umozni odolévat’ neurodegeneracii dlhsie.(11)



3.1.4 Patogenéza

Presnd pricina AD je stale nejasna, ale vo vSeobecnosti boli predlozené

nasledujtice hypotézy na zéklade r6znych pri¢innych faktorov.(14)

3.1.4.1 Kalciova hypotéza

Signaly véapnika sa daju vyuzit ku kontrole mnohych procesov v bunke.
Kalciova hypotéza, o starnuti mozgu a neurodegenerativnych ochoreniach ako je AD,
uvadza, 7e dlhodobé, mierne zvySené hladiny cytosolického Ca®' a/alebo poruchy
v homeostaze Ca*" su bunkové mechanizmy, ktoré su zakladom pre starnutie neurénov.
Avsak presné detaily procesov, ktoré mozu viest k destabilizacii homeostazy Ca”" pri

starnuti mozgu, nie su zname.(15)

Predpokladi sa, Ze ohrozené neurondlne spracovanie Ca>" je vysledkom
roznych predchadzajicich udalosti( napr. metabolického, oxida¢ného a proteotoxického
stresu). Okrem toho nasledky poskodenia Ca*” manipulujucich systémov v neuréne
moézu zahfiat prakticky vsetky hlavné molekularne zmeny patogenézy AD, ako je
dendritova strata, strata synapsie, agregovany amyloidny B-peptid ,tau-protein,

mitochondrialna dysfunkcia, oxidacny stres a zdpalova infekcia. (16)

3.1.4.2 p -amyloidna hypotéza a kovové iony

Amyloidna hypotéza uvadza, ze patogénna kaskdda AD zacina po akumulacii,
oligomerizacii a agregacii peptidu BA v extracelularnych depozitoch, ktoré sa nazyvaji
senilné plaky (obr. ¢. 1). Tato akumulécia nasledne podporuje hyperfosforylaciu tau-

proteinu, ¢o vedie k neurofibrildrnym spletiam a neurodegeneracii.(17)

Akumulédcia PBA agregatov, ktoré obsahuji redoxne citlivé kovové iony
(Cu®™ alebo Fe’), zvysuje oxidaény stres a katalyzuje produkciu reaktivnych druhov
kyslika (ROS), ktoré sa podielaju na oxidacii bielkovin a lipidov a mézu viest’ k smrti
neuronov. Mnozstvo §tudii ukazalo, ze rozpustné aj nerozpustné druhy BA maja
relativne vysoku afinitu pre dvojmocné kovové i6ny. Nepochybne su interakcie medzi
kovovymi i6nmi a AP rozhodujuce pre drahu a kinetiku agregacie peptidov a mozu

zhorsit’ priznaky ochorenia.(18)



Normal Alzheimer's

Obr. 2 : p-amyloidné plaky a neurofibrilarne kibka

Vysvetlivky.: amyloid plaques — amyloidné plaky, neurofibrillary tangles — neurofibrilarne klbka
Zdroj:https://www.semanticscholar.org/paper/Neurobiological-aspects-of-Alzheimer's-

disease.-Chopra-Misra/21912fceac89ccl6bf713e60ca981c493d338f4e/ficure/2

3.1.4.3 Tau protein
Hlavnym ¢lenom rodiny proteinov asociovanych s mikrotubulmi (MAP) je tau-
protein, ktory sa viaze na tubulinové diméry tvoriace mikrotubuly a zuc¢astiiuje sa ich

asociacie-disociacie.(19)

Patologické ukladanie mikrotubularne asociovaného tau-proteinu vo forme
hyperfosforylovanych inklizii alebo filamentéznych neurofibrilarnych klbiek (NFT) je
jednym z definujucich znakov neurodegenerativnych ochoreni, ako je AD (Obr. ¢. 1).

(20)

Okrem interagovania s mikrotubulmi interaguje tau-protein aj s neurénovymi
membranami, ako je plazmatickd membrana, endoplazmatické retikulum a Golgiho

aparat, kde dochadza k niektorym posttranslaénym modifikaciam. Pokial’ ide o jeho
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lokalizaciu, tau-protein sa nachadza hlavne v axdénoch neuronalnych buniek, ale
nachadza sa aj v jadre, dendritoch a synapsidch. Avsak intraceluldrna lokalizacia tau-
proteinu v modeloch AD in vitro a in vivo a jeho zdkladny mechanizmus st stale slabo

pochopené.(21)

Funkcie tau-proteinu si miestne regulované Specifickou fosforylaciou,
starostlivo koordinovanou kindsami a fosfatdsami, ktoré pri dysregulacii v réznych
Stadiach choroby vedu k dysfunkcii tau-proteinu a relokalizacii, potencialne k nasledne;j
agregacii tau-proteinu, neuronalnej a synaptickej dysfunkcii a v kone¢nom doésledku k

bunkovej smrti.(21)

3.1.4.4 Cholinergna hypotéza

Degeneracia neurénov bola spojend so stratou pamitovej funkcie. Zistenie
spojenia medzi klinickymi priznakmi ochorenia (strata paméte) a Specifickymi
cholinergnymi deficitmi v mozgu l'udi s AD, ktoré zistil Peter Davies v roku 1976, bolo
medznikom, pretoZe sa otvorili dvere pre modernii neurochémiu. V tejto hypotéze sa
nedostatok kritického neurotransmitéra ACh v mozgu pozoroval bud v doésledku
znizenej produkcie neurotransmitéra alebo zosilnenej aktivity AChE. Tato znizena
hladina neurotransmitéra ACh sposobuje poskodenie cholinergnej neurotransmisie, ¢o

vedie k strate intelektudlnych schopnosti.(14)

Cholinesterazy, ako AChE a BuChE, zohravaju dolezita ulohu v cholinergnom
prenose tym, ze hydrolyzuji neurotransmitér ACh.(22) AChE prevldda u vicSiny
druhov, hydrolyzuje ACh v nervovom systéme a erytrocytoch, zatial ¢o BuChE je
pritomna vo vysokych koncentracidach v krvnej plazme.(23) Udajne BuChE moéze
ulahCovat’ transforméciu pociato¢nej benignej formy senilného plaku na malignu

formu, ktora sa spaja s AD.(24)

ACh signaly sa Siria cez dva rozne triedy receptorov: nikotinové ACh
receptory, ktoré su sucastou idnového kanala a s G-proteinom spriahnuté muskarinové
ACh receptory.(25) Pri AD tvorba AP zniZuje schopnost’ tychto receptorov vysielat’

signaly, ¢o vedie k zniZenej cholinergnej aktivite.(26)
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Obr. 3: Syntéza ACh na synapsii

Vysvetlivky: A: Acetyl; AChE: acetylcholinesteraza; Ch: cholin; ChAT: acetylcholintransferaza; ChT:
transporter cholinu ; CoA: koenzym A; mAChR: muskarinovy receptor; nAChR: nicotinovy receptor

Zdroj:https://www.researchgate.net/profile/Manuel_Giron-
Perez/publication/259269031/ficure/fig2/AS:202514436759557@1425294612632/Synt
hesis-of-acetylcholine-in-synapse-A-Acetyl-AChE-acetylcholinesterase-Ch.png

3.1.4.5 Glutamatova hypotéza

Pri AD, nadmernd aktivacia glutamatovych receptorov typu N-metyl-D-
aspartatu (NMDA) sposobuje prilisny a kontinualny pritok Ca*" cez receptor, ktory je
spojeny s i6novym kanalom. Glutaméitom sprostredkovany synapticky prenos je
nevyhnutny pre normalne fungovanie nervového systému. Glutamat je najdolezitejSim
excitaénym neurotransmitérom v mozgu. Hyperaktivaicia NMDA receptora glutamatom

vedie k produkcii volnych radikdlov a dal§ich enzymov, ktoré prispievaji k smrti


https://www.researchgate.net/profile/Manuel_Giron-Perez/publication/259269031/figure/fig2/AS:202514436759557@1425294612632/Synthesis-of-acetylcholine-in-synapse-A-Acetyl-AChE-acetylcholinesterase-Ch.png
https://www.researchgate.net/profile/Manuel_Giron-Perez/publication/259269031/figure/fig2/AS:202514436759557@1425294612632/Synthesis-of-acetylcholine-in-synapse-A-Acetyl-AChE-acetylcholinesterase-Ch.png
https://www.researchgate.net/profile/Manuel_Giron-Perez/publication/259269031/figure/fig2/AS:202514436759557@1425294612632/Synthesis-of-acetylcholine-in-synapse-A-Acetyl-AChE-acetylcholinesterase-Ch.png

neuronalnych buniek. Glutamat sa neodstranuje spravne a moze byt dokonca nevhodne
uvolneny a sposobit’ tak naruSenie energetického metabolizmu pocas akutnych a

chronickych neurodegenerativnych ochoreni.(26)

3.1.4.6 Izoprenoidna zmena

Izoprenoidné zmeny pri AD sa liSia od tych, ktoré sa vyskytuji pri normalnom
starnuti. Cudsky mozog, pocas normalneho starnutia, vykazuje progresivne zvysenie
hladiny dolicholu a zniZenie hladiny ubichinonu, ale nedochédza k zmene koncentracie
cholesterolu a dolichylsulfatu. U AD je situacia spojend so zniZzenymi hladinami
dolicholu a zvySenymi hladinami ubichinénu. Koncentracie dolichylfosfatu su tiez
zvySené, zatial' ¢o cholesterol ostava nezmeneny. ZvySenie obsahu cukrového nosica
pre dolichylfosfat moze vysvetlovat’ zvySeni mieru glykozylacie v chorom mozgu
azvySenie endogénneho antioxidantu ubichindénu sa da brat ako pokus o ochranu

mozgu pred oxidaénym stresom.(14)

3.1.4.7 Genetické predispozicie

1. Gén pro apolipoprotein E (ApoE)

ApoE je prepravca cholesterolu a funguje ako klI'icovy regulator pre
koordinovanie mobilizacie cholesterolu medzi bunkami a prerozdel'ovanie cholesterolu
v bunkéch. Tieto funkcie st mimoriadne dolezité pre nervovy systém, v ktorom je
transport cholesterolu pomocou ApoE rozhodujuci na udrzanie myelinovych a
neurénovych membran v oblastiach

centralneho aj periférneho nervového systému.(27)

AD je multifaktoralna choroba s podstatnou genetickou zloZkou (60-80 %) a
gén ApoE je najsilnejSim beZnym genetickym rizikovym faktorom AD. Gén ma tri
bezné alely: ochrannu alelu APOE €2, neutralnu alebo referencnu alelu APOE €3 a

rizikovu alelu APOE &4. (28)

V prvych patologickych stadiach APOE €4 podporuje neuronova dysfunkeiu,

¢o vedie ku klinickym prejavom AD dvomi odliSnymi mechanizmami: zhorSenim
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pohybu BA, ¢im sa urychl'uje ukladanie amyloidu; a oslabenim schopnosti signalizacie
APOE receptorov, ktora sluzi k ochrane proti skodlivym u¢inkom BA na synapsiu.(29)
2. Gén pre presenilin 1 (PSEN1) a gén pre presenelin 2 (PSEN2)

Gén PSENI1 je umiestneny na chromozome 14q24.2 a rozprestiera sa aZ na
desiatich exdnoch, ktoré kdduju presenilin-1, transmembranovy protein obsahujuci 467
aminokyselin. Transmembranovd doména obsahuje velku hydrofilnt slucku, ktord ma
gama (y) sekretasovi aktivitu. Gény PSEN1 a PSEN2 st vysoko homologne, mutacie
pozorované v PSEN1 su bezné v autozomalnych dominantnych formach AD, zatial’ ¢o
mutdcie PSEN2 st menej casté. Variacie PSEN1 st funkéne spojené so Stiepenim
prekurzorového proteinu amyloidu, ktory zvysuje BA protein v mozgu. Niekol'ko jedno-
nukleotidovych polymorfismov (SNP) asociovanych s AD bolo spozorovanych

v promotorovej a kodujicej oblasti PSEN1 génu.(30)

3.1.4.8 Tvorba zapalovej reakcie

Zapalovy proces pohanany aktivovanymi a proliferujiicimi gliovymi bunkami,
ale aj astrocytmi, myeloidnymi bunkami, epitelom a inymi reaktivnymi prvkami, vedie
k zvySenej produkcii a uvolfiovaniu prozéapalovych cytokinov (obr. €. 2), chemokinov a
inych mediatorov zapalu. Tieto faktory mézu zhorsit’ produkciu a toxicitu amyloidu a

prispievaju k hyperfosforylacii tau-proteinu ako aj k neurénovému poskodeniu.(31)

Cievne poranenie a endotelova dysfunkcia, vo vzt'ahu k zapalu, st tieZ bezné u
AD. Vedu k nahromadeniu niekol’kych vaskulotoxickych a neurotoxickych molekul v
mozgovom parenchyme, atym pravdepodobne prispievaju k Skodlivému prostrediu,
ktoré podporuje neurénovu dysfunkciu a smrt’. Niekol'ko studii u jedincov so strednym
kognitivhym poskodenim a AD demenciou odhalilo zvySent zapalovl aktivitu v CNS a

cirkulujtcej krvi.(31)

Mikroglie, rezidentné fagocyty centralnej nervovej sustavy (CNS), su
vSadepritomne distribuované v mozgu. Mikroglie neustale pouzivaju vysoko pohyblivé
procesy na zistovanie pritomnosti patogénov a bunkovych tlomkov v ich priradenych

mozgovych oblastiach. Sucasne poskytuju faktory, ktoré podporuju zachovanie tkaniva.
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Zaroven su mikroglie dolezitymi hra¢mi v udrziavani a plasticite neuronovych obvodov,

¢o prispieva k ochrane a prestavbe synapsii.(32)

Pri AD st mikroglie schopné viazat’ sa na rozpustné amyloidné (AB3) oligoméry
a BA vlakna prostrednictvom bunkovych povrchovych receptorov, vratane SCARAI,
CD36, CD14, integrinu a6B1, CD47 a Toll- podobnych receptorov (TLR2, TLR4,

TLR6 a TLRY), a tento proces je povazovany za sucast’ zapalovej reakcie pri AD.(32)

Oxidative stress and inflammation can
Damagenerve cells (neurons).
Loss of brain nerve cells
cause Alzheimer's
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Obr. 4: Oxidativny stres a zapalova reakcia na neurone

Vysvetlivky: Brain-mozog ,Neurons under attack- neurony pod utokom, ROS/RNS- volné kyslikové
radikaly/ volné dusikové radikaly, Inflammatory cytokines- zapalové cytokiny, Dead neuron- mirtvy
neuron

Zdroj:http://www.nutritionremarks.com/wp-content/uploads/2013/04/Oxidative-stress-

and-inflammation-can-Damage-nerve-cells-neurons-Loss-of-brain-nerve-cells-cause-

Alzheimers-Disease.jpg
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3.1.4.9 Tvorba volnych Kkyslikovych radikialov a vznik oxida¢ného
stresu

LCudia st neustdle vystaveni volnym radikdlom, ktoré sa vytvaraju
elektromagnetickym ziarenim z umelého prostredia, ako su polutanty a cigaretovy dym.
Prirodné zdroje ako radon, kozmické Ziarenie, ako aj bunkové metabolizmy (respiracné
vzplanutie, enzymové reakcie) tiez pridavaji volné radikdly do zivotného
prostredia.(33)

Ludské telo produkuje ROS a iné reaktivne kyslikové vedlajsie produkty
prostrednictvom mnohych fyziologickych a biochemickych procesov. Volné radikaly
suvisiace s kyslikom (superoxidové a hydroxylové radikaly) a reaktivne druhy (peroxid
vodika, oxid dusnaty, peroxynitril a kyselina chlérna) su produkované hlavne v
dosledku aerébneho metabolizmu. Sucasne antioxidanty, ako je glutation, arginin,
citrulin, taurin, kreatin, selén, zinok, vitamin E, vitamin C, vitamin A a cajové
polyfenoly, poméhaji regulovat takto vzniknut¢ ROS. Antioxidant je dalej
podporovany antioxidacnymi enzymami, napr. superoxid dismutdza, katalaza, glutation
reduktaza a glutationperoxiddza, ktoré maju synergické ucinky pri odstranovani
vol'nych radikalov.(33)

Nadprodukcia volnych radikdlov mdéze spdsobit oxidaéné poSkodenie
biomolekul (lipidy, proteiny, DNA), pripadne vedie k mnohym chronickym
ochoreniam, ako je ateroskler6za, rakovina, diabetes, reumatoidnd artritida,
postischemické perfizne poskodenie, infarkt myokardu, kardiovaskularne ochorenia,
chronicky zéapal, mftvic, septicky Sok, starnutie a iné degenerativne ochorenia
u l'udi.(33)

Mozgy pacientov s AD vykazuju dokaz o poSkodeni, ktory je spdsobeny ROS.
ROS, tieZ nazyvané vol'né radikaly, sa vytvarajii za normalnych podmienok a hoci st
chemicky nestabilné a vysoko reaktivne, ich hladiny su U¢innymi antioxida¢nymi
systétmami udrzZiavané relativne nizko. AvSak v niektorych situdciach mézu prekonat
endogénnu schopnost’ tela ich znicit. Nasledkom toho je zmenend oxidacnd homeostaza

a kone¢ny vysledok je oxidacny stres(obr. ¢.2).(34)
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3.1.5 Oxidac¢ny stres

OS je bezne definovany ako nerovnovaha medzi oxidacnymi a redukénymi
¢inidlami (antioxidantmi) na bunkovej alebo inej jednotlivej trovni. Oxidacné
poskodenie je jednym z vysledkov takejto nerovnovahy a zahtfiia oxida¢nti modifikaciu
bunkovych makromolekul, bunkova smrt’ sposobent apoptozou alebo nekrdzou, ako aj

Strukturalne poSkodenie tkaniva.(35)

Mozog je vysoko citlivy na oxidacny stres, pretoze je velmi bohaty na I'ahko
peroxidovatelné mastné kyseliny (36) (nevyhnutné pre neurokognitivny vyvoj
anormalne fungovanie mozgu (37)), ma vysoky dopyt po kysliku a ma relativny
nedostatok antioxidaénych systémov. Dalej ma vysoky obsah prechodnych kovov (36)
(mnohé kovy vratane medi, zeleza, manganu, niklu a zinku maji vyznamné biologické
ulohy ako kofaktory pre mnozstvo proteinov aenzymov (38)) a vysoku hladinu
askorbatu(36)(vitamin sluzi ako kofaktor pri niekolkych délezitych enzymovych
reakciach vratane tych, ktoré sa podielaju na syntéze katecholaminov, karnitinu,
cholesterolu, aminokyselin a niektorych peptidovych hormoénov (39)), ktoré spolocne
posobia ako silné pro-oxidanty. Existuju rozne potencialne zdroje oxidaéného stresu v
CNS. Medzi nimi je najviac skimana zmenena mitochondridlna funkcia, samotné¢ A
peptidy a pritomnost’ neviazanych stopovych kovov. Dnes je zrejmé, Ze tieto tri zdroje
nie su navzajom nezavislé a nedavna hypotéza predpovedd, Ze v skorych Stadiach
ochorenia AP vstupuje do mitochondrii, kde indukuje tvorbu ROS a nasledny OS. V
zéavislosti na tom, aky substrat ROS napadaju, sa oxida¢ny stres prejavi ako protein,
DNA, RNA oxidacia alebo lipidova peroxidacia. VSetky tieto popisané znaky
oxidacného stresu boli opisané v AD mozgu a o tlohe oxidacného stresu v patogenéze

AD sa Siroko diskutuje. (36)

Lipidova peroxidacia (LP) je mechanizmus, ktorym su lipidy napadnuté ROS,
ktoré maji dostatocnu reaktivitu na vzatie atdmu vodika z metylénového uhlika vo
svojom bognom retazci. Cim viési je podet dvojitych vizieb v molekule, tym lahsie je
odstranenie vodika , To vysvetl'uje, preco su polynenasytené mastné kyseliny (PUFA)

zvlast’ citlivé na peroxidéciu lipidov. (36)
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Niekolko s$tadii ukazuje zvySenie peroxidéacie lipidov v. AD mozgoch v
porovnani so zdravymi kontrolami. (40) Napriklad jedna stidia poskytuje presvedcivy
dokaz o tom , ze Tg2576, mysi model AD amyloidézy, vykazuje oxidativne poskodenie
mozgu, ktoré zavisi od veku mozgu a systétmového narastu LP v porovnani s divokym

typom vrhu.(41)

Fosfolipidy mozgovej membrany su zlozené z PUFA, primarne kyseliny
arachidonovej a dokosahexaénovych kyselin. Oxidacia tychto kyselin vedie k vzniku
aldehydov, medzi ktorymi su najviac skimané malondialdehydy a 4-hydroxynonenal.
Urovne obidvoch zludenin su zvySené vo vzorkach z viacerych oblasti mozgu a
cerebrospinalnej tekutiny u jedincov s AD.(36) Aldehydické produkty lipidovej
peroxidacie su vysoko reaktivne a kovalentne sa viazu na proteiny ako cystein, lyzin,
histidin prostrednictvom Michaelovej adicie a menia tym ich Strukturu a funkciu.(40)

Nasledne st neurotoxické.(40)

3.1.6 Typy antioxidantov

LCudské telo ma niekol’ko mechanizmov proti oxidacnému stresu. Produkuje
antioxidanty, bud’ prirodzene generované in situ tzv. endogénne antioxidanty (napr.
katalaza, koenzym Q10) alebo externe dodévané prostrednictvom potravin tzv.
exogénne antioxidanty (napr. vitamin E, vitamin C). Ulohou antioxidantov je
neutralizovat’ prebytok vol'nych radikalov, chranit’ bunky pred ich toxickymi u¢inkami

a prispiet’ k prevencii chorob.(42)

Endogénne zluceniny v bunkdch modzu byt klasifikované ako enzymové

antioxidanty a neenzymové antioxidanty.(42)

1.Enzymové antioxidanty

Hlavné antioxida¢né enzymy, ktoré sa priamo podielaju na neutralizacii
ROS a RNS su: superoxid dismutdza (SOD), katalaza (CAT), glutationperoxidaza
(GPx) a glutation reduktaza (GRx).(42) SOD reaguje bud’ v izoforme zavislej od
Mn v matrici mitochondrie alebo v izoforme zavislej od Cu, Zn v cytosolovych a
extracelularnych tekutinach.(43) SOD, prvy rad obrany proti volnym radikalom,

katalyzuje dismutaciu superoxidového anionového radikalu (O,*7) na peroxid
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vodika (H,0;) redukciou. Vytvorend oxidacna forma (H,O; )je transformovana
na vodu a kyslik (O,) katalazou (CAT) alebo glutatién peroxidazou (GPx).
Selenoproteinovy GPx enzym odstraiiuje H,O, pomocou jeho pouzitia k oxidécii
redukovaného glutationu (GSH) na oxidovany glutation (GSSG). GRx,
flavoproteinovy enzym, regeneruje GSH z GSSG s NADPH, ktory sluzi ako
zdroj reduk¢nej sily. Okrem peroxidu vodika, GPx tiez znizuje lipidové alebo

nelipidové hydroperoxidy pocas oxidacie glutationu (GSH).(42)

2.Neenzymové¢ antioxidanty

Neenzymové antioxidanty su tiez rozdelené na metabolické antioxidanty a
zivinové antioxidanty. Metabolické antioxidanty patriace k endogénnym
antioxidantom, st produkované metabolizmom v tele, patria tu kyselina
lipoova(LA), glutation, L-ariginin, koenzym Q10, melatonin, kyselina mocova,
bilirubin, proteiny chelatujice kovy, transferin atd’. Zivinové antioxidanty,
patriace k exogénnym antioxidantom ,st zli€eniny, ktoré telo nevie samo vyrobit’
a musia byt dodané prostrednictvom potravin alebo doplnkov. Patri sem vitamin
E, vitamin C, karotenoidy, stopové kovy (selén, mangén, zinok), flavonoidy,

omega-3 a omega-6 mastné kyseliny atd’. (42)

Ked antioxidant ni¢i volny radikal, tento antioxidant sa sdm stava
oxidovanym. Preto musia byt’ v tele antioxida¢né zdroje neustale obnovované. TakZze v
jednom konkrétnom systéme je antioxidant u€inny proti volnym radikdlom, v inych
systémoch sa rovnaky antioxidant moze stat’ neacinnym. TaktieZ za urCitych okolnosti,
antioxidant m6Ze dokonca posobit’ ako pro-oxidant, napr. moze vytvarat’ toxické ROS/

RNS.(42)

Antioxida¢ny proces moze fungovat jednym z dvoch spdsobov: prelomenim
retazca alebo prevenciou. Pri prelomeni retazca, ked’ radikal uvolnuje alebo kradne
elektron, sa vytvara druhy radikal. Posledny mé rovnaku ucinnost’ na in molekulu a to
pokracuje az kym sa volny radikal nezastabilizuje pomocou antioxidantu, ktory lame
vazby (vitamin C, E, karotenoidy, atd’.), alebo sa vol'ny radikal jednoducho rozpada na

neskodny produkt. Klasickym prikladom takejto retazovej reakcie je lipidova
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peroxidacia. Pri preventivnom spdsobe, antioxidaény enzym, ako je superoxid
dismutéza, katalaza a glutatiéon peroxiddza, mdze zabranit’ oxidacii znizenim rychlosti
iniciacie retazca, napriklad zachytenim iniciacie volnych radikalov alebo stabilizaciou

radikalov prechodnych kovov, ako je napr. med’ a Zelezo.(42)

3.1.7 Terapia

Odrazajuc od tychto patologickych schém, dve triedy liekov, ktoré su v
sucasnosti k dispozicii na liecbu AD st nekompetitivny antagonista N-methyl-D-
aspartatového (NMDA) receptora, memantin (ktory normalizuje dysfunként
glutamatergicku neurotransmisiu) a inhibitory acetylcholinesterazy (AChEI), donepezil,
galantamin a rivastigmin (ktoré zvySuju hladiny Ach). V monoterapidch tieto dve
skupiny liekov preukdzali vyznamni symptomatickl ucinnost u AD a existujlce
klinick¢é 1daje naznacCuju, ze ich kombinované pouzitie moédze priniest dalSie
vyhody.(44) Napriklad v randomizovanej, kontrolovanej klinickej $tadii u pacientov so
stredne zavaznym az zavaznym AD, vyvodila liecba memantinom a donepezilom
vyznamné symptomatické (kognitivne, funkéné, behaviordlne a celosvetové) vyhody

oproti monoterapii donepezilom.(45)

MTDL, ktor¢ by mohli interagovat’ s viacerymi biochemickymi ciel'mi
spojenymi s AD a zmenou progresie AD, sa stali hlavnou oblastou zdujmu vyskumu.
Vicsina novych molekul ma heterodimérne Struktary navrhnuté kombinaciou rdéznych
farmakoforov, ako s povodné existujuce terapeutika (takrin, donepezil, galantamin,
memantin) alebo tie, ktoré st odvodené¢ z prirodnych produktov, takze mdézu
interagovat’ s viacerymi ciel'mi. Multifunkéné zluceniny st teda inhibitory AChE s
d’alsimi priaznivymi farmakologickymi vlastnostami, ktoré nielenZze poskytuju
symptomatickt, ale aj kauzalnu liecbu AD. Nové zliCeniny su tiez navrhnuté s cielom
viazat’ sa na periférne anionové miesto AChE a inhibovat agregaciu amyloidu
indukovantt AChE, inhibovat’ B-sekretizu a monoaminooxidazu, zachytavat volné
radikaly alebo aktivovat muskarinové receptory MI, vykazovat chelatotvornt aktivitu
pri kovoch, schopnost uvolfiovat NO a interakcie s kanabinoidnymi CB1, NMDA

alebo histaminovymi H3 receptormi.(23)
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Memoquin (Obr. €. 4) bol vyvinuty podla polyfarmakologického modelu.
Vyvinul sa ako sl'ubny veduci kandidat vdaka svojmu multitargetovému profilu a jeho
vyznamnej antioxidacnej aktivite s neuroprotektivnymi uc¢inkami in vitro. Mnohé d’alSie
bifunkéné ligandy s dvojitou vdzbou sa rozvijali ako inhibitory AChE a
monoaminooxidazy, inhibitory AChE a protizapalové ¢inidla alebo inhibitory AChE a

reaktivne ¢inidla na zachytavanie ROS.(23)

LA je prirodzene sa vyskytujuci a silny antioxidant, ktory je sl'ubny v lieCbe
AD. Jej antioxidacna aktivita sa pripisuje jej schopnosti vychytdvat’” volné radikaly
chelaciou redoxne aktivnych prechodnych kovov, zvySovat hladiny redukovaného
glutatiénu a znizovat' zapalové procesy. Dalej sa lahko absorbuje, distribuuje a
konvertuje na kyselinu dihydrolipoovll v réznych tkanivach vratane mozgu. Kyselina
dihydrolipoova funguje aj ako silny antioxidant. Disulfidova cyklicka cast LA ma
potencial viazat’ sa na periférne aktivnhe miesto AChE a inhibovat’ AChE indukovanu
agregaciu AB. Na zaklade tychto vlastnosti bola LA kombinovana s takrinom za vzniku

lipokrinu, novej veduce;j zluceniny pre MTDL.(23)

Lipokrin je vel'mi silny inhibitor s preukdzanou nanomolarnou aktivitou proti
AChE. Kinetické studie potvrdili jeho interakciu s periférnym miestom AChE. Bol
vysoko U¢inny v inhibicii AChE indukovanej agregiacie AB a ochrane buniek pred
tvorbou ROS, v porovnani s LA samotnou. MnozZstvo zlucenin kyseliny lipoovej sa
pripravilo kombinaciou kyseliny lipoovej s fragmentmi rivastigminu a memoquinu.
Analyzovali sa a porovnavali antioxidacné, anticholinesterazové a antiagregacné
aktivity syntetizovanych zlucenin. Hybrid kyseliny lipoovej a memoquinu mal najlepsie
multifunkéné vlastnosti (t.j. silny inhibitor AChE , mierny inhibitor BuChE a
antioxidacna aktivita zavisla od davky). Jeho AChE indukovand AR antiagregacna

aktivita bola vSak slaba.(23)

Taktiez kumariny su farmakologicky ucinné prirodné zluceniny, ktoré maji
antioxidacnt aktivitu a vychytavaju volné radikaly. AP2469 je jednym zo znamych
MTDL na baze kumarinu, ktory inhibuje acetylcholinesterazu (AChE) a beta-sekretazu,
rovnako pdsobi proti agregacii B-amyloidu (APB), mé antioxidacné a neuroprotektivne

vlastnosti. Dal'simi prikladmi je antagonista napitovo zavislych vapnikovych kandlov
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a inhibitor AChE ITH4012 ¢i M30, ktory inhibuje monoaminooxidazu-B(MAO-B)

a posobi ako chelata¢né ¢inidlo zeleza.(46)

Co sa tyka klinickych $tadii, tak v randomizovanej klinickej §tadii su napriklad
testované LA, koenzym Q10 ako aj vitamin E.(47) Specialny je inhibitor AChE a
MAO-B ladostigil, navrhnuty spolo¢nostou Youdim, ktory postupil do klinickej fazy II
v roku 2011, ¢o potvrdilo racionalitu a uskutocnitelnost MTDL stratégie v liecbe

AD.(46)

Takrin (1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin, THA) je reverzibilny inhibitor a
klasicky farmakofor znamy ako jeden z hlavnych liekov schvélenych FDA pre AD.
AvSak kvoli klinickym nedostatkom vyvolavajucim hepatotoxicitu pravdepodobne
sprostredkovanim stimulécie produkcie reaktivneho kyslika (ROS) a vycCerpania
glutationu, pouzitie THA bolo obmedzené kratko po jeho vzniku v terapeutickej
aplikécii. Narozdiel od samotného THA, takrinové hybridy obsahujuce skupiny s
radikdlovym zachytdvanim, antioxidacnou vlastnostou a antiamyloidnou agregaciou
moézu byt uZzitoéné pri prevencii oxidacného stresu a fibrilarnej depozicie.(48) V
stcasnosti sa THA stale pouziva vo vel'kej miere ako vSestranny nastroj na navrhovanie

MTDL ligandov, aby sa lepsie zvladol multifaktorovy charakter AD.(49)

Fenotiazin, nazyvany tiez "10H-fenotiazin", je tricyklickd molekula bohatd na
elektrony, ktora obsahuje dusik a siru. Fenotiaziny ziskali osobitny vyznam v oblasti
farmaceutickych aplikacii.(50) Struktirny model fenotiazinu sa tspesne vyuZiva pri
navrhovani roéznych farmaceutickych pripravkov, ktoré sa klinicky vyuZzivaji ako
psychotropné lie€ivd4, antituberkulozne aktivne latky, inhibitory AChE, antagonisti
histaminu H1 ¢i reverzné ¢inidla pri viacndsobnej rezistencii voc¢i liekom. Substituenty
na fenotiazinovych kruhoch maju velky vplyv na ich vlastnosti a U¢inné sposoby
pripravy rozmanitého rozsahu substituovanych fenotiazinov st vysoko Zziaduce.(51)
Avsak fenotiazinové zli€eniny maju tiez d’alSie ciele. Konkrétne sa ukazalo, Ze inhibuji

tvorbu buniek ROS pravdepodobne priamou inhibiciou NADPH oxidé4z.(52)

NADPH oxidazy su dolezit¢ bunkové zdroje reaktivnych druhov kyslika
(ROS), ktoré sa podielaju na réznych klicovych fyziologickych funkciach, ako je
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mikrobidlne zabijanie, syntéza hormoénov alebo produkcia otolitov vnutorného ucha.
Katalyzuju redukciu molekularneho kyslika na superoxidovy anion, ktory naopak
reaguje rychlo na vytvorenie inych ROS, ako je peroxid vodika. Aj ked’ zakladna
aktivita NADPH oxidaz je rozhodujica pre normalnu fyzioldégiu, nadmerna aktivita

tychto enzymov vedie k ochoreniu.(52)

Mnoho liekov schvélenych na pouzitie v AD méa obmedzent terapeuticku
ucinnost’ a dlhodobo dobrii znasanlivost v dosledku zlej biologickej dostupnosti,
hepatotoxicity a neselektivnosti, o vedie k nepriaznivym ucfinkom, ako je zavrat,
hnacka, nauzea a vracanie.(23) V poslednych desatrociach neistota o skuto¢nej pricine
AD viedla k vyvoju velkej rozmanitosti experimentalnych liekov na liecbu AD.
Zlozitost AD smeruje k vyvoju mnohych terapeutickych stratégii. Zameranie sa na
MTDL v liecbe AD narastd, pretoze MTDL maji potencidl zvlddnut' komplexné
nefunkcné ciele, ktoré AD zahtia.(23)
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4 CIEL

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo spektrofotometricky odmerat’ a porovnat
antioxida¢nu aktivitu dvanastich vybranych inhibitorov AChE s dvomi bezne uzivanymi

Standardmi  (Trolox 97%, N-acetylcystein) as Fenotiazinom, ako zékladnym

Struktarnym prvkom.
Ziskané vysledky by mali napovedat’, ¢i vybrané inhibitory AChE vykazuju

antioxida¢nu aktivitu a ¢i by sme ich mohli odporucit’ na d’alSie in vivo testovanie.

Vysledky by mohli tiez naértntt’, ¢i maja latky predpoklad vyuzitia ako MTDL.
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5. EXPERIMENTALNA CAST

5.1 Pomécky a pristrojové vybavenie

Vaha Sartorius

Vyrobca: Sartorius Lab Instruments, 37070 GOETTINGEN, Germany

Mikrotitra¢né doSticky

Vyrobca: NUNC ™, Denmark

Spektrofotometer Synergy 2
Vyrobca: Biotek, USA

Trepacka Vortex, Wizard
Vyrobca: Velp Scientifica, USA

Trepacka na mikrotitra¢né dosticky MINI MS 3
Vyrobea: IKA®, Germany

Jednokanalova manualna pipeta TRANSFERPETTE S
(od 100 pl, 200 pl az 1000 pl)
Vyrobca: Brand, Germany

Multikanalova manualna pipeta TRANSFERPETTE S-12
Vyrobca: Brand, Germany

Manualna viackanalova pipeta Pipet-Lite XLS s nastavenim rozstupu
Spiciek

Vyrobca: Mettler Toledo- RAININ, USA

Ultrazvukova ¢isticka ECOSON
Vyrobca: ECOSON, Nové Mesto nad Vahom



5.2 Chemikalie
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH) (Sigma Aldrich, Praha)
Methanol (Sigma Aldrich, Praha)
Destilovana voda (destilacné aparatira)

Testované latky, (poskytla Katedra toxikoldgie a vojenskej farmacie,

Univerzita obrany) (Tab. 1)
Fenotiazin, Standardy (Sigma Aldrich, Praha)

Tab. 1: Chemické struktury testovanych latok

Nazov Chemicka struktura

6D-LG-305 (1)

6D-LG-311 (2)

6D-LG-318 (3)




6D-LG-334 (4)

6D-LG-324 (5)

6D-L.G-354 (6)

6D-LG-423 (7)

6D-LG-432 (8)
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5.3 Princip metody

Na testovanie antioxidacnej aktivity vybranych inhibitorov AChE bol pouZity
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH) test.

Principom metddy je, Ze pritomnost’ antioxidantov s antiradikalovou aktivitou
sposobi redukciu farebného (Cierno-fialového) stabilného radikalu DPPH na bezfarebnt
(zIt4) neutrdlnu molekulu. Rozsah odfarbenia (pokles absorbancie) su priamo umerné

antioxidac¢nej (antiradikalovej) ucinnosti analyzovanej latky.

Antioxidac¢na aktivita sa vyjadri ako G¢inna koncentracia antioxidantu, ktora je

potrebnd k redukcii radikdlu DPPH na 50 % (hodnota ECsy).

\\—// OQN Q 02N
R
—QNOZ + R ——> N-N NO,
o O o

Obr. 5: Princip DPPH testu
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5.4 Postup stanovenia antioxidacnej aktivity inhibitorov AChE

Boli navazené jednotlivé latky, Fenotiazin a Standardy na analytickej vahe.
Z kazdej latky sa nariedenim, pomocou vhodnych pipiet, vytvorila koncentracna skala
od vychadzajucej koncentracie 107 M po 10° M. Vsetky latky, okrem latky 1, sa zo
za&iatku do koncentracie 10 M riedili methanolom. Na d’aliie riedenie sa uz pouzila
destilovana voda. Pri latke 1 sa riedilo methanolom len po koncentraciu 10 M a d’alej
sa riedilo destilovanou vodou. Fenotiazin sa riedil po koncentraciu 10~ M methanolom,
dalej uz destilovanou vodou. Co sa tyka Standardov S1 a S2 tie sa riedili methanolom
len pri koncentracii 10 M, a potom uz destilovanou vodou. Pri riedeni sa po kazdom
kroku pouzila trepacka pre lepSie rozptylenie latky/Standardu v rozpustadle. Vsetky
testované latky sa pre lepSie rozpustanie ponorili do ultrazvukového kupelu, ¢o
pomohlo ich dokonale rozpustit’. Pri Standardoch nebolo potrebné ultrazvukovy pristroj
vyuzit', pretoze sa rozpustili uz pri trepani na trepacke. Postupne bolo vytvorenych 15
koncentra¢nych §kal testovanych latok a Standardov. Taktiez bolo navazené DPPH

a d’alej zriedené methanolom na 0,2 mM roztok.

Pri samotnom merani sa vyuzivali mikrotitratné polystyrénové cire 96
jamkové dosticky. Do dosti¢ky sa vzdy, pomocou viackanalovej pipety, napipetovalo 50
ul 0,2 mM roztok DPPH. K tomu sa pridalo 50 pl testovanej latky danej koncentracie.
Celkovy objem reakc¢nej zmesi bol 100 pl. Pre kazdu latku a Standard sa spravili tri
merania, ktoré sa spriemerovali. Dosticky sa premieSali na trepacke mikrodosti¢iek
a nechali sa stat’ v tme 30 minut za laboratornej teploty. Na spektrofotometre Synergy 2
sa nastavila vlnova dizka 517 nm a sledoval sa pokles absorbancie vzorku. Ako slepa
vzorka bol pouzity methanol. Ako referen¢né Standardy boli pouzité uz spominané 2
latky, ato Trolox 97% a N -acetyl- L-cystein. Fenotiazin sa pre porovnanie meral
hlavne kvoli tomu, ze je to zakladna Struktira, z ktorej vychadzala syntéza testovanych

latok. Neradi sa teda k Standardnym antioxidantom.
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6. VYSLEDKY

Antioxida¢na aktivita Standardov a fenotiazinu bola vyjadrena hodnotou
strednej efektivnej koncentracie testovanej latky (ECso + SEM): 27,91+ 1,82 uM pre N -
acetyl- L-cystein, 16,20 = 0,42 uM pre Trolox 97%, 61,53 + 3,58 uM pre fenotiazin.
Jedine pritychto troch latkach bolo mozné vzhl'adom kich ucinnosti vypocitat
ECs.(Tab. 2) Pre porovnanie su uvedené aj hodnoty antioxidac¢nej aktivity Standardov
a fenotiazinu v %.(Tab. 3) Po prevedeni testu DPPH bolo zistené, Ze testované latky st
velmi malo U¢inné aneda sa unich spocitat ECsy, pretoZze sa ani v najvyssej
koncentracii testovanej latky neda dostat’ pod 50 % uc¢innost. Hodnoty antioxidacne;j
aktivity testovanych latok pri koncentracii 10 M  su uvedené v tabulke 4.
Z koncentracnej Skaly sme vybrali prave tito koncentraciu pretoze tu boli latky

najkoncentrovanejSie. Percentudlna antioxidac¢nd aktivita sa vypocitala podl'a vzorca:

% A=(1-(Aktivita DPPH- Aktivita vzorku)/Aktivita DPPH)x100

AK — absorbancia kontroly pri 517 nm (kontrola je zmes DPPH bez pridania testovane;j

vzorky), AVZ — absorbancia vzorky pri 517 nm

Tab. 2: Hodnoty antioxidacnej aktivity standardov a fenotiazinu v uM

Antioxidaéna aktivita EC5y = SEM

Nazov latky (uM)

N -acetyl- L-cystein 57,21 +4,14
Trolox 97% 33,92+1,24
Fenotiazin 61,53 +3,58

Tab. 3 Hodnoty antioxidacnej aktivity Standardov a fenotiazinu pri koncentracii 107 M

v %

Nazov latky Antioxida¢na aktivita (%)
N -acetyl- L-cystein 85,91
Trolox 97% 83,00
Fenotiazin 85,50
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Tab. 4: Hodnoty antioxidacnej aktivity testovanych ldatok pri koncentrdacii 10° M v %

Nazov testovanej latky Antioxida¢na aktivita (%)
6D-LG-305 (1) 54,07
6D-LG-311 (2) 13,09
6D-LG-318 (3) 46,15
6D-LG-334 (4) 8,84
6D-LG-324 (5) 37.2
6D-LG-354 (6) 18,02
6D-LG-423 (7) 27.4
6D-LG-432 (8) 20,66
6D-LG-425 (9) 6,54
6D-LG-426 (10) 29.16
6D-LG-428 (11) 37,12
6D-LG-431 (12) 28,59

Aj ked’ latky preukazali antioxidacnu aktivitu, bola vel'mi nizka vzh'adom
k vysokym koncentraciam. NajlepSie zo vSetkych dopadla latka 1 s antioxida¢nou
aktivitou 54,07 % a najhorsie latka 9 s antioxidac¢nou aktivitou 6,54 %. Pre porovnanie
N -acetyl- L-cystein vykazoval antioxidacnu aktivitu az 85,91 %, fenotiazin 85,50 %

a Trolox 83,00%.
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7. DISKUSIA

AD je progresivna, neustdvajliica a neurodegenerativna porucha, veduca vzdy k
umrtiu, ktorého prichod sa pohybuje od 3 do 20 rokov od stanovenia diagnézy. Okrem
inych neurodegenerativnych ochoreni AD patri k Stvrtej hlavnej pri¢ine smrti v
zapadnych krajinach a k najbeznejsej pric¢ine ziskanej demencie u starSej populacie.(53)
AD je komplexnd porucha charakterizovand rozsiahlou neurodegeneraciou CNS s
vyznamnou ucastou cholinergného systému, ¢o sposobuje progresivny kognitivny
pokles a demenciu.(53) Napriek zna¢nému vyskumnému usiliu su stcasné diagnostické
a terapeutické postupy netcinné pri prevencii alebo liecbe AD. Pri¢iny a etioloégia AD
zostavaju neurcCité a terapia/ prevencia AD je zndma ako jeden z najrizikovejSich
pristupov vo farmaceutickom priemysle. Podrobné porozumenie etioldgii a
molekularnemu mechanizmu patogenézy AD je zdklad pre identifikdciu novych
terapeutickych cielov na znizenie kognitivheho poklesu a/ alebo na zlepSenie

pamétovej funkcie.(54)

Tato diplomova praca sa zameriava hlavne na OS ajeho dopad na AD.
Hromadné tdaje o Tludoch, trpicich timto onemocnénim, ststavne podporuji
myslienku, ze oxidacny stres sa vyskytuje ako konsStantny znak v mozgovej patologii
AD. Niektoré nedavne dokazy dokonca naznacujl, Ze tento jav je skorou udalostou,
ktora prispieva k pociatoc¢nej progresii neurodegenerativneho procesu.(53) V myslienke
zlepSenia sucasnej terapie AD a prispenia novymi antioxidacne uc¢innymi MTDL, sme

merali vybrané inhibitory AChE.

Vysledky preukazali ucinnost fenotiazinu a Standardov. Ako wuvadzaju
Nishiyama et al. (1998), silnd antioxidacnd aktivita fenotiazinov sa moze pripisat
schopnosti siry darovat’ elektrén a stabilizovat’® vzniknuty aminovy zvySok, ked
fenotiazin zachyti peroxylovy radikal.(55)BohuZial’ vybrané inhibitory AChE, derivaty
fenotiazinu, vykazovali nizku antioxida¢nu aktivitu.. No aj ked’ latky nepreukézali
vysoku antioxidac¢nu aktivitu, najlepSie zo vSetkych dopadla latka 1 a najhorsie latka 9.
Latka 9 mala na fenotiazine naviazany rovnaky tricyklicky aryl ako latka 1. Aryl latky 9
mal navyse naviazany Cl v polohe 2. Odli$nost’ spo¢ivala v dizke spojovacieho retazca.
Latka 9 mala pétuhlikaty retazec a latka 1 naopak dvojuhlikaty retazec. Kedze latka

jedna dopadla v meraniach najlepSie je mozné, ze antioxidac¢na aktivita zavisi na dlzke

30



spojovacieho retazca. Cim je spojovaci retazec kratSi tym je latka antioxidaCne

aktivnejsia.

Dalsie vedecké skupiny sa takisto zaoberajii testovanim fenotiazinovych
derivatov a snazia sa objasnit’ zavislost’ antioxidacnej aktivity od Struktarnych vlastnosti
latok. Engwa et al. (2016) vo svojej Studii napriklad zistili, Ze novo syntetizované
tetracyklické a pentacyklické nelinedrne fenotiazinové derivaty, 6-chlor-11-
azabenzo[a]fenotiazin-5-6n a 6-(4-brémfenyl)-10-metyl-11-azabenzo[a]fenotiazin-5-6n,
maju potencialnu in vitro a in vivo antioxida¢nu aktivitu. Celkova antioxidacna aktivita
tychto zlucenin mdze byt spdsobena pritomnostou donorov elektronov ako je sira, ako
aj bohatostou vodika v benzénovom kruhu pre substiticiu. Antioxida¢na aktivita moze
byt potencialne uZito¢na na terapeutické ucely na prevenciu alebo zvladanie ochoreni
suvisiacich s oxida¢nym stresom.(50) Nase latky vSak taktiez obsahovali sfu a vodikova
bohatost’ benzénovych kruhov bola taktiez splnend. Napriek tomu boli nase latky slabo

ucinné az neucinné, takze je otazne Ci je zaver spominanej Stadie (50) korektny.

Jelen et al. (2014) zase prisli na to, Ze tetracyklické NH-azafenotiaziny 3a-c
vykazovali vyznamnu aktivitu zavislu na substitucii (H, Cl a OCH3) na benzénovom
kruhu, kde bola ucinnejsia OCHj substiticia. Z pentacyklickych zlucenin, uhlovo
kondenzovanych s nesubstituovanym, tiazinovym atomom dusika (4-6 a 12a)
vykazovali vel'mi vyznamnu aktivitu, pri¢om najviac G€inna zlucenina 12a, ukéazala ICsg
1 pl. Zmena chinolinovej skupiny na naftalén (porovnanie zlicenin 4 a 5 so 6) ma
okrajovo zvysSenu aktivitu. AvSak zluceniny s linearnym kondenzovanym kruhovym
systétmom (9a a 9b) a / alebo s velkym arylovym substituentom na atoéme dusika tiazinu
(9b a 12¢) nevykazali Ziadnu antioxidacnt aktivitu, zatial' ¢o zlu€enina 12b s malym

substituentom vykazovala vel'mi slabu aktivitu.(56)

Zo spominanych dvoch $tadii{(50),(56)} vyplyva Ze naSe latky neboli vysoko
antioxidacne aktivne pretoZe na atome dusika mali naviazany prili§ velky tricyklicky
substituent a neobsahovali prikondenzované kruhy na fenotiazine. Idedlna je aj aza
derivacia na fenotiazine, ktorti naSe latky nemali. Podobne nase latky 6 a 8 obsahovali

na tricyklickom arylamine naviazani OCH; skupinu, no k preukazaniu vysokej
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antioxidacne;j aktivity to nestacilo.

Nagaraja et al. (2012) vyvodili vo svojej Stadii nasledujice vysledky.
Syntetizovali derivaty fenotiazinu obsahujuce arylamin a hodnotili ich antioxida¢nt
¢innost’. Bez ohl'adu na skiimany typ vidzby vykazovali zluceniny obsahujuce arylaminy
silnk. DPPH aktivitu ako aj velku inhibiciu LDL oxidéacie. Spociatku 10-
chloracetylfenotiazin vykazoval pri testoch aktivitu najmenej. Spojenie arylaminov s 2-
chlor-1-(10H-fenotiazin-10-yl)etandnom zvysuje antioxidacnua aktivitu. Medzi anal6gmi
zlucenina 2-(4-hydroxy-3-metoxyfenylamino)-1-(10H-fenotiazin-10-yl)ethanén, ktora
ma elektronovia -OCH; skupinu s fenolovym kruhom, odhalila vysokt antioxidacnu
aktivitu. Tieto zistenia naznacuju, ze zavedenie arylaminovej skupiny na fenotiazin
moze zlepSit antioxidacnu aktivitu. Tieto G€inky moézu byt uZitocné pri lieCbe
patoldgie, v ktorej hrd oxidacia volnych radikalov zasadnt Glohu. To moze vyzadovat’

dalsie hibkové biologické hodnotenia.(51)

Nase testované latky maju na fenotiazine taktiez zavedeni arylaminovu
skupinu, ale nie monocyklicki ako v predosle; S$tadii, ale tricyklicka. Da sa
predpokladat’ ze s narastajucou cyklicitou arylaminu sa preto znizuje antioxidacna
aktivita. V naSej praci spojovaci retazec medzi fenotiazinom a arylaminom neobsahuje
ketonicki skupinu. MoZeme vyvodit' pozitivny vplyv ketonickej skupiny na
spojovacom retazci, vd’aka ktorej boli testované derivaty fenotiazinu v predosle; Studii
antioxidacne aktivne a naSe nie. V spominanej $tadii pouZili latky s dvoj uhlikatymi
retazcami. V naSej praci sa testovali latky s dvoj- az Sest-uhlikatymi retazcami.
Z naSich latok sa na druhom najlepSom mieste umiestnila latka 3 s antioxidac¢nou
aktivitou 46,15 %. Ked’ ju porovname s malo aktivnou latkou 12 ,tieto latky sa liSia len
v dizke spojovacieho retazca, pricom latka 3 ma o 17,56 % vicsiu aktivitu. Z toho

vyplyva, ze ¢im je spojovaci retazec dlhsi tym sa antioxidac¢nd aktivita znizuje.

Samotny fenotiazin bol vnasej S$tudii GCinny ale v spojeni s funkénymi
skupinami, ktoré nase latky obsahovali, uz U¢inny nebol. Objemny arylaminovy
tricyklicky substituent spojeny s fenotiazinom cez uhlikaty retazec nezvysil
antioxidacnu aktivitu. Ani ostatné substiuenty ako CF3, Cl, OCH3 neprispeli k zvySeniu

antioxidacnej aktivity. Preto boli nase testované latky bohuZzial’ antioxida¢ne netcinné.
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Okrem spominan¢ho fenotiazinu bol pouzity aj Trolox a N -acetyl- L-cystein.
Trolox, vo vode rozpustny analdg a-tokoferolu, je znamy svojou schopnostou aktivne
zachytavat' volné radikaly a preto sa casto pouziva ako modelova zlicenina.(57)
Antioxidacna aktivita Standardov sa v nasich meraniach potvrdila. Najviac antioxidacne

aktivny bol N -acetyl- L-cystein s antioxida¢nou aktivitou 85,91 %.

Pokusajic sa pospajat’ kusky puzzle, vedci dosiahli zhodu, ze AD je
multifaktoridlna choroba s polyétiologiou, kde rozne faktory nastoluji do pohybu
samonosny zosilnujuci cyklus, ktory vyvrcholi v procese smrti neuronovych buniek. Aj
ked sa vynaklada velké usilie na objasnenie zdkladnych mechanizmov ochorenia,

prechod tychto zisteni na nové terapeutické pristupy je stale naro¢ny.(53)

Ci sa da prejst’ z naich zisteni na nové terapeutické pristupy je otazne. Najskor
by bolo potrebné latky Struktirne obmenit’, napr. prikondenzovanim d’alSieho kruhu na
fenotiazin a ak by latky potom vykazovali antioxida¢na aktivitu na Urovni Standardov,

dalo by sa hovorit’ o ich vyuziti v terapii AD.
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8. ZAVER

Ciel'om tejto prace bolo odmerat’ antioxida¢nt aktivitu potencidlnych latok pre
liecbu AD a v pripade zistenych pozitivnych vysledkov odporucit’ tieto latky pre d’alSie
in vivo testovanie. Pouzité Standardy antioxida¢nt aktivitu samozrejme vykazovali.
Bohuzial’ testované latky nepreukazali vysoku antioxida¢nu aktivitu, no napriklad latka
1 mala 54,07 percentnt antioxidac¢nu aktivitu, ¢o nie je najhorsie. Vidno teda, ze latky
maju potencial a keby sa ich Struktiry vylepsili, napriklad prikondenzovanim d’alSicho
kruhu alebo aza derivaciou, mohli by latky vykazovat ovela vysSiu antioxida¢ni
aktivitu. Dalo by sa potom Spekulovat’ nad ich d’al$im terapeutickym osudom. Pri tychto
antioxida¢nych aktivitich sme ich ale k terapii neodporucili, jedine k vytvoreniu

obmenenych Struktar tychto 1atok a k ich néslednému testovaniu.

Pouzity antioxidac¢ne U€inny fenotiazin, vychodzia Struktura testovanych latok,
uz v uhlikovom spojeni s objemnou tricyklickou skupinou, nepreukazal antioxidacnu
aktivitu. Tato skutoCnost’ sa ale vyuzila k vyvodeniu urcitych antioxidacnych zavislosti

na Struktarach latok a to sa dalo porovnat’ so Studiami inych odbornikov.

Ni¢ to vSak nemeni na tom, ze MTDL stratégia v liecbe AD ma velka
perspektivu. Do budicna je potrebné testovat nielen antioxidac¢né, ale aj ostatné
vlastnosti latok, ktoré su schopné ovplyvnit' viac patologickych procesov zlozitej

patologii AD.
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